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海洋性発光細菌Ⅷγj０．/Ｍｉｅγｊに感染する

バクテリオファージの性状
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Abstract

TwelvebacteriophagesinfectingmarineluminousbacteriumVI伽o/Ｍｉｅγjhavebeenisolated

fromseawaterofKagoshimaBay，at9timesofselectedseasonalintervalsduringl980tol982・

Thelyticpattems，plaquemorphology，particlestructures，stabilities，ｏｎe-stepgrowth

characteristics，ａｎｄserologicalpropertiesofthemwereobserved・Eachphagehasastricthost

specificity・Thephagesvariedconsiderablyinparticlestructureandsize；thephageheadswere

polyhedralwithtailsvaryinginlengthbetweenlOａｎｄｌ３５ｎｍ・Threephagesofthemhavea

shorttail，sixhavealongandnoncontractiletail，andthreehaveatailofcomplexstructure

withacontractilesheath・Theyalsodifferedfromserologicreactions・Ｔｈｅｙwerestablephages

withdouble-strandedDNAasgeneticmateriaLThesephagesmayprovidearapidandsensitive

meansofdifferentiatingW1Mb師strains､Itseemsthatthesedatafromabasisoftheecological

studiesofW1fscﾙe7･j-phagesystemsinseawater．

発光細菌の大部分は海産種であり，海洋のあらゆる従属栄養細菌群に共通する性格を備え，

常にそれらに含まれて検出される。海洋性発光細菌はPhozo6ac航z",ｚｐﾙＯＳＰﾉho”加，

Ｒ"zα'２.hPa"zelzsis,Ｌ峨加c航泌加加ｒｚノピyjとVI6伽./Ｍｉｅ７．jの３属４種に分類される(Bergey's

Manual，８版)')。これら発光細菌に感染するバクテリオファージ（単にファージともいう）

について，古くSpencer2)は北海の海水から７株のファージを分離し，そのうちの１株が

Ｒｶﾙ岬ﾙ0趣加に感染するものであると報告している。その後多くの研究者が海洋細菌に感・
染するファージの分離と性状を報告している3-5)。それらの報告は宿主細菌を菌属レベルで

鑑別記載したものであり，VI6伽，涙sgz"jo"zo'2ａｓ，ＦｊＺｚ”伽c航z",zなどの属菌に感染するもの

が多いことはわかるが，宿主細菌の菌種までは知られていない。近年Ｖ:"、加e"zo“cz4j6-9）

やＶ:”城gF'zs10)など海洋から分離されるいくつかの菌種に感染するファージの報告が見ら
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れるが，発光細菌種に対するファージについての報告は寡聞である。そこで，半閉鎖した内

湾である鹿児島湾を調査海域とし，その海水中の従属栄養細菌とくに発光細菌とそれらに感

染するファージを研究対象として数年間季節ごとに調査した。

その調査結果の概要を述べれば，鹿児島湾内海水中の発光細菌細胞数はほぼ２～3０（平均

５）cfu／ｍＩであり，それは従属栄養細菌の２～20％に相当する菌数であり，晩春の頃に多

く秋から冬にかけて少なかった。それら発光細菌の菌種組成は，季節によって大きく変動し

た。すなわち，冬から春にかけてはＷＭｈ師が優占種であったが，夏から秋にはＷ１Ｍｂ師，
Ｒ'?zα'２‘”α''２８７２sis，Ｌ・加γzﾉgyjの３者がほぼ同じ割合で検出された。そして，晩秋11月頃か

らWIscﾙ師の増加傾向が見られ，１月にはすでにＶ:此cﾙ師が優占種となり，春と同じ菌

種組成へと変動していく。このように菌種組成は，四季による変化を見せながら，ほぼ１年

周期で変動していた。各菌種の出現挙動は，海水の温度変化に大きく依存しており，それは

それぞれの菌種の発育温度域とよく符号していた。また，分離発光細菌のうちファージ感受

性菌の割合は７～100％（平均57％）であった。分離発光細菌をさらに菌種レベルでみれば，

そのうち85％はW1iScﾙ師，１０％はＬ・ﾙαγzjEyj，５％位はＲ''zα72‘ｊhpa"e72sjSで，Ｒ'ﾉｶCs‐

pﾙo7wez"'zは検出できなかった。それぞれの菌種の中でファージ感受性菌の割合はWZscﾙ師

で65％，Ｌ､肋rzjgyjで35％，Ｒ”'2〃‘zlllelzsisで０％であった。発光細菌のうちW1Mheアブ

は調査時期，場所を問わず万遍なく分布し，しかもファージ感受性菌株が多い。Ｌ､加γzjEyj，
混ｈｏ勿加c航""spp・は散在し，しかもＬ・加7wyjはファージ感受性菌の割合が低く，Ｐｈｏｚｏ‐

〃C航",,ZSPP・ではそれを検出し得なかった''''2)。そのようにして発光細菌に感染する多数

のファージを分離することができたが，本報においてはW1fscﾙeγjに感染するファージにつ
いて，それらの特性をまとめて報告する。

実験材料および方法

供試微生物

Ｖ伽ＭＭｂｅ７ｆとそれに感染するファージは，1980年５月から'82年７月までの間に季節を

異にする９回の鹿児島湾内調査に際して海水から分離された。その間に約100の収危cﾙ師一
ファージ系が収集された｡それらは宿主菌株-ファージ相互間の交差感染試験などにより鑑別，

整理し，代表12系を選出して本研究に供試した。それらを町些a＃～Ⅸ/ＬＭと符号し，本
文中ではそれぞれをａ＃～l＃と略称する。それら供試ファージ系の分離当初時期はａ‘，ｂ

‘，ｃ‘，ｄ＃が'80年５月，ｅ‘が'81年８月，ｆ‘，ｇ‘，Ｍが'82年１月，ｉ‘，ｊ‘，Ｍ
が'82年５月，ｌ‘が'82年７月であった。なお供試細菌株やファージの検出，分離法は前
報'3)に記載した。

使用培地

供試菌の培養，保存やファージの分離，増強，保存に使用した培地は海水培地（SeaWa‐

terBroth，ＳＷＢ)，海水寒天培地（SeaWaterAgar，ＳＷＡ)，軟海水寒天培地（softSea

WaterAgar，ｓＳＷＡ)，である。ＳＷＢの組成は，７５％濃度の人工海水（Herbst）１Jにポ

リペプトン（大五）５９，酵母エキス（大五）１９を溶解し，最終ｐＨが7.6～7.8になる
ように調整したものである。ＳＷＡ，ｓＳＷＡはＳＷＢに粉末寒天をそれぞれ1.5％，０．５％濃
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度に加えて溶解し作成した。

ファージ定量法

試料ファージ液中のファージの定量は，Adams14)の記載に準じ，二重寒天平板法による

溶菌斑形成単位（plaqueformingunits，pfu）として滴定した。すなわち，予めＳＷＢで適

宜lOn希釈を行なったファージ液に感受,性菌新鮮培養物（lO8cells／ｍ〃を等量混じ，２５℃

に５～10分間放置して宿主細胞にファージ粒子を吸着させる。その吸着液0.2ｍＩを予め溶

解し45℃に保温したｓＳＷＡ３ｍＺに注加し手早く混和した後，そのすべてをＳＷＡ平板（基

層平板）上に流込み重層する。重層寒天の固化するをまって25℃にてｌ晩培養した。この方

法で二重寒天平板上に形成された溶菌斑を計数しpfu／ｍｊを算出した。

ファージの一段増殖実験法

標示菌をＳＷＢで１晩培養したもの0.5ｍjを4.5ｍ/のＳＷＢに移植しさらに２～３時間

振鐙培養した。その新鮮培養物（lO8cells／ｍｊ）０．５ｍ/とファージ液（106pfu／ｍ〃０．５

ｍIとをＳＷＢ４ｍＺ中に加え混和し吸着管として25℃で20分間培養した。その間にファー

ジ粒子は宿主細胞に吸着する。２０分後その吸着管をＳＷＢで１／100に希釈してファージの

吸着を停止した後，それを増殖管として引き続いて培養した。増殖管からは所定時間毎に試

料の一部を取り出し適宜希釈してファージ数を滴定し，放出ファージ数を算出した。別に

ファージ粒子の宿主細胞への吸着率を算出するため吸着20分後の吸着管における全ファージ

数と未吸着ファージ数とを滴定した。すなわち吸着管を’／'00に希釈した直後，その一部

をとり感染中心体数を滴定して全ファージ数とし，また他の一部について，その中の未吸着

ファージを分かつためにミリポアー(ＨＡ,０．４５ﾉ幽、)を通し,そのろ過液について遊離ファー

ジ数を滴定した。こうして得られた吸着20分後の全ファージ数と遊離ファージ数との差を吸

着ファージ数とし，それの全ファージ数に対する百分率を吸着率とした。

ファージ濃縮法

ファージの濃縮法にはいろいろあるが本報では分別遠沈濃縮法を用いた。すなわち常法で

増強調整されたファージ液を低温高速遠沈（０℃，37,000×＆９０分間）し，分別したファー

ジ粒子のペレットを少量の液に再懸濁した。懸濁のための液はそのファージの用途に応じて

選択した。電顕標本作成に使う場合は’％酢酸アンモニウム水溶液に，免疫原として使う場

合には1／6濃度人工海水に懸濁した。この方法でファージ濃度を'00倍位に濃縮できた。

電子顕微鏡観察

ファージ濃厚懸濁液（１％酢酸アンモニウム水溶液に対しl0l0-llpfu／ｍｊ）を試料とし，リ

ンタングステン酸による陰染色標本を作成した。すなわちファージ濃厚液を２％リンタング

ステン酸水溶液（ＫＯＨでｐＨ７．２に調整）と等量混和し，それをコロジオン膜でおおって

炭素蒸着したシートメッシュ上に滴下し，３０～60秒後残余の試料液をろ紙で適度に吸い取り

乾燥させる。これを電子顕微鏡試料とし，日本電子製電子顕微鏡，ＪＥＭ１００Ｂ型に挿入し，

電顕実拡大60,000倍で観察した。

抗ファージ血清の作成

ファージ濃厚懸濁液（lO1o-l1pfu／ｍＤを免疫原として実験動物ウサギに接種した。供試ウ

サギは生後２ケ月の雄で体重1.8～2.0k9位のものであった。これらの下腹部皮下に，免疫原

の３，Jを接種した。注射は３～４日間隔で，１１～12回行なった。免疫が相当に進んだと思
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われる時期に全採血を行なった。全採血は最後の免疫接種日から10～22日の間に行ない，ウ

サギ耳翼静脈よりできるだけ多く採血した。

採血した血液は大形遠沈管に採り，斜面にして室温に放置し凝血させ，血清と血餅に分離

した。４時間ほどで血餅は収縮するが，この際スパーテルで血餅を切っておくと血清の収量

は上がる。冷蔵庫（５℃）で１晩保持した後，分離した血清をさらに3000rpm，２０分遠心

分離し，上清を抗ファージ血清として試験管に分注した。この血清を56℃，３０分間加熱して

非働化した。血清は非働化を行なうだけに止め，防腐剤は加えずに使用した。各供試ファー

ジに対する抗ファージ血清について，本文中では抗ａ＃血清を[a]，抗Ｍ血清を[b]…と

略称する。

抗血清による中和試験

抗ファージ血清にファージを加えて抗原抗体反応を行い，反応後の生残ファージ数を測定

し，抗ファージ血清のファージ中和率を算出した。

中和試験は30℃で予温した抗ファージ血清0.9ｍZにファージ液（107pfu／ｍＺ）を0.1ｍＺ

加え混合した後，３０℃で所定時間反応させた。所定時間後，反応液の０．１，Jを氷冷ＳＷＢ

9.9ｍjに加えてすばやく撹はんし，中和反応を停止させた。この液について生残ファージ

数を測定した。対照試験は中和反応系の中の抗ファージ血清に代えてＳＷＢを加え，同様

に行った。測定結果から中和率（％）を算出した。

実験結果

１．宿主特異性

供試WKscﾉbe7･i-ファージの宿主特異性を知るために，供試12系それぞれの宿主菌株と

ファージを相互に交差感染試験を行なった。その結果をＴａｂｌｅｌに示す。この結果，供試

ＷＭｈ師-ファージ系はそれぞれ固有の宿主-ファージ系であって，他の系と相互に感染し
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あうことはなかった。このように各供試ファージ系は宿主特異性の厳しい系であることがわ

かった。

２．溶菌斑形態

供試WMberi-ファージはそれぞれの指示宿主菌株に対して，二重寒天平板上において，

Fig.１に示すような溶菌斑形態を現わした。それらの溶菌斑は中，小の透明なもの，ある
いはその周辺にハロ－が見られるものなどさまざまであった。それらの大きさはＴａｂｌｅ２

に示すように直径２～６mmと観察し易いものであった。
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＊１：PhagestructuralgroupingbyTikhonenko15）
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３．ファージ粒子構造

供試ＷＭｈ師-ファージの粒子構造をＦｉｇ．２に示す。Tikhonenko15)はBradleyl6)の分
類に基礎をおいてファージを粒子構造からＩ～Ｖの５群に区別している。それらのＩ群は繊

維状のファージ，Ⅱ群は尾部類似のものをもつファージ，Ⅲ群は短い尾部をもつファージ，

Ⅳ群は長く非収縮性の尾部をもつファージ，Ｖ群は収縮性尾鞘をつけた完全な形をした尾部

をもつファージ，である。供試ファージはそれぞれⅢ，Ⅳ’Ｖ群のいずれかに類する構造を

示している。そのうちⅣ群に属するものの中には尾部にクロースバー構造をもつものが含ま

れ，それらをⅣ'群と仮称する。Ｆｉｇ．２に見られるようにａ‘，ｃ＃，ｅ＃はⅢ群に，ｄ‘，ｋ
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‘，ｌ‘はⅣ群に，Ｍ，ｉ＃，ｊ‘はⅣ'群に，ｆｊ，ｇｊ，ＭはＶ群に属する粒子構造を備

えていた。

前項で述べた溶菌斑と本項でのファージ粒子構造の形状，大きさ，および以後に述べるい

くつかの性状をとりまとめてＴａｂｌｅ２に示している。この表中でのファージの順序は粒子

構造別に列記した。Ｆｉｇ．２に見られるように，供試ファージの頭部はいずれも外観六角形

で類似しており，その大きさはＴａｂｌｅ２に見られるようにⅢ，Ⅳ，Ⅳ，群に属するものが６０

～７０，ｍで，Ｖ群に属するものは80～８５，ｍとやや大きかった。前述のように尾部構造は

各群により異なっており，それにつれて尾部の大きさもＴａｂｌｅ２に示されるように大きく

異なっていた。

４．－段増殖特性

供試ファージが宿主細胞内でどのような増強過程をたどるかを知るために各Ⅸ./１Ｍheri-

ファージ系について一段増殖実験を行なった。その結果得られた一段増殖曲線から潜伏期，

上昇期，平均放出量を算出してＴａｂｌｅ２に示す。

これらの結果から一般的に潜伏期，上昇期が短いものほど放出量が大きいことがうかがえ

るが，それに類するのはａ＃，ｃ＃，ｅ＃で粒子構造がⅢ群に属するものであった。それら

の放出量は80～170位であった。その他のファージについて特記すべき差異は見出されず放

出量は80以下と低かった。とくにＭは潜伏期40分，上昇期30分，そして放出量がわずか

に６と小さく増強しにくいファージであった。

５．安定性

供試ファージをＳＷＢに懸濁した状態で50℃，３０分間加熱処理あるいはファージ懸濁液

にクロロホルムを飽和して２時間処理するなどして生残ファージ数を測定し，それら条件下

でのファージの安定性を比較検討した。処理後の生残率（％）をＴａｂｌｅ２に示す。Ｔａｂｌｅ２

に示されるように供試ファージの中にはａ＃，ｄ＃のように加熱処理によってある程度失活

するものや逆にｂ‘，ｉ‘のように加熱処理によって滴定値が上るもの，またｇ‘のように

クロロホルム処理によってやや失活するものなどが見られた。しかし一般的にはこれら両処

理に対しては安定なものが多かった。

６．抗ファージ血清による中和反応

供試ファージ12株のそれぞれを免疫原として実験動物ウサギに注射し，抗ファージ血清を

作成した。まずそれら抗ファージ血清の抗原ファージに対する，中和反応条件と中和率（％）

を測定しその結果をＴａｂｌｅ３に示す。反応当初のファージ数106pfu／ｍム反応温度30℃の

条件において各供試ファージは表中に記載の抗血清希釈率，反応時間（分）において中和率

90～99％となる条件であった。

次に，各供試ファージとそれらに対応する各抗ファージ血清との相互間の交差中和実験を，

Table3で確かめられた中和反応条件で行なった。この実験は供試ファージ相互の類縁性を

血清学的に調べたものである。その結果をＴａｂｌｅ４に示す。その表中に見られるように，

各供試ファージとその抗ファージ血清との間の中和反応は90％以上の中和率を示していたが，

その条件下で他のファージ・抗血清相互間においては若干の交差中和反応が認められたに過

ぎない。それについて，まずファージ粒子構造Ⅳ群中のｄｊ，ｋ＃，ｌｊとそれぞれの抗ファー

ジ血清[d]，［k]，［l]との相互間の交差中和反応の様相を詳細に見てみよう。。‘は[k]，［l］
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構造上もまた血清学的にも近似していることが知られた。ファージ粒子構造Ⅲ群とＶ群の中

のファージー抗血清相互間には交差中和反応は見られなかった。またファージ粒子構造が異

なるⅢ，Ⅳ’Ｖ群間では相互間の交差中和反応はなかった。

考 察

本報で供試したＪＭＭｈｅ７･メーファージ系は鹿児島湾内海水中から分離されたものである。

長期間の調査における多数の分離ファージ系はそれらを相互に交差感染試験を行ない，宿主

細菌株-ファージ系の類縁性を比較検討しながら整理して群別した。各群の代表ファージ系

として，それぞれの群の宿主細菌株だけに感染能をもつ12ファージ系が選出，供試された。

供試ファージは一般に安定であり，５０℃，３０分間の加熱あるいはクロロホルム処理などに

よって何らかの失活がみられるものは数株に過ぎなかった。クロロホルム処理によって損傷

をうけるものはファージ粒子構造ｖ群のｆ＃，ｇ‘であり，そのことと粒子構造との関連が

うかがえる。また加熱処理によってファージ液の活性が増加するものが見られた。それは

ファージ粒子構造Ⅳ'群に属するＭ，ｉ‘であり，尾部にクロスバー構造をもつものであっ

た。このことは，それらのファージが懸濁液中でいくつかのファージ粒子が密集状態にあり，

それが加熱処理によって離散したことによるものであろう。

供試ファージの粒子構造はTikhonenkol5)の群別Ⅲ，Ⅳ’Ｖ群に属するものであった。Ⅳ

群に属するものは尾部にクロスバー構造をもつものとそうでないものとがあり，それらを区

別し，クロスバーをもつものを仮にⅣ'群として取扱った。これらⅢ，Ⅳ，Ⅳ'，Ｖの４群に

はそれぞれ同数の３ファージ株ずつが属しており，粒子構造的には均一に分散していた。粒

子構造Ⅳ群とⅣ'群はあえて区別したが，その間には血清学的に見て部分的な交差中和反応

を示すものが多かった。これはそれらのファージがもつ抗原のなかに共通抗原があることを

物語っている。ところで抗ファージ血清による中和反応に係わる抗体はファージの尾部に対

するものであることが知られている。従って尾部構造の細かな差異が抗血清による中和反応

の中和率に反映しているのであろう。これらファージの尾部構造，特に末端構造と抗血清に

よる交差中和反応との関連については相互にさらに詳細な比較検討が必要であるが，提示の

電顕写真は細部が不鮮明で尾部末端構造の違いはとらえ得なかった。一方，粒子構造Ⅲ，Ⅳ，

ｖの各群は血清学的にも鮮明に区別しうるものであることがわかった。よってⅣ群とⅣ'群

との関係は他の群との関係よりもより近縁であり，あえて区別するまでもないと考えられる。

供試ファージは粒子構造Ⅲ，Ⅳ，ｖ群に属するので，そのことからもそれらの遺伝物質（核

酸）は２本鎖のＤＮＡであることが考えられる。それを確認するためBradley17)の蛍光染色
法でファージ核酸を検査したところ２本鎖ＤＮＡであることがわかった。

かくてＷ１Ｍｈｅ７･』に感染するファージ12株の性状と相互の類縁性を明らかにし得た。供試

ファージ系は1980年５月から1982年７月までに分離されたものの中から選出された12系であ

るがそれら宿主細菌株-ファージそれぞれが鹿児島湾内海域でどのような出現パターンで

あったかは別報'2)で述べた。さらに供試ファージの宿主特異性きびしい感染性はIMiscA師
の菌株レベルでの鑑別を容易にするのに役立つであろう。そしてこのような性状の把握と類

縁性の認識は今後それらの生態学的研究の基盤となりうる。
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要 約

鹿児島湾内海水中から，’80年５月から'82年７月までに分離された多数のＷＭｉｇγj‐

ファージ系を整理し，代表12系についてウイルス学的諸性状と血清学的性状を検討した。供

試リＭＭｈｅだ~ファージの１２系はそれぞれ宿主特異‘性のきびしい固有のファージ系であった。

それらは数株を除き，加熱あるいはクロロホルム処理に対して安定であり，溶菌斑形態，一

段増殖曲線も再現性が高かった。供試ファージの粒子構造はTikhonenko15)の群別，Ⅲ，Ⅳ’

Ｖ群にそれぞれ３，６，３株が属し，遺伝物質として２本鎖ＤＮＡをもつものであった。抗

ファージ血清による中和反応から見た血清学的性状は粒子構造Ⅲ，Ⅳ，ｖ群の間に類縁性は

全く見られなかった｡またⅢ群,Ｖ群内の各所属ファージ間においても血清学的類縁はなかっ

たが，Ⅳ群内の各所属ファージ間には相互に部分交差中和反応を示すものが含まれた。

供試Ｗ;iscA師一ファージの宿主特異性きびしい感染‘性はW1jscA師の菌株レベルでの鑑

別を容易にするに役立つであろう。そしてこのような性状の把握と類縁性の認識は今後それ

らの生態学的な研究の基盤となりうる。
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